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ner  immunkompetenter Zellen  resultiert. Aufgrund  fehlender Marker, die eine Un‐








Unter  der  Hypothese  einer  zentralen  Beteiligung  des  chemoattraktiven  Proteins 
MCP‐1 bei der postischämischen Schadenentwicklung wurden  für die Experimente 







nen  beteiligter Gene  sowie der  infarktinduzierten Disruption der Bluthirnschranke 
durchgeführt.  




zyten  und T‐Zellen  in  das  infarzierte Areal. Darüber  hinaus  konnte  nachgewiesen 
werden, dass MCP‐1 in unserem Schlaganfallmodell keinen Einfluss auf die Aktivie‐
rung  residenter  Mikroglia,  dem  Turn‐Over  perivaskulärer‐  und  meningealer 
Makrophagen sowie die Immigration neuronaler Vorläuferzellen hat.  
 
Genexpressionsuntersuchungen  laser‐mikrodissektionierter  Gehirnareale  zeigten 
zwischen den untersuchten Gruppen eine differente postischämische Expression pro‐ 
und  anti‐inflammatorischer Gene.  Es  konnte  nachgewiesen werden,  dass  die  pro‐
inflammatorischen Gene  Interleukin‐1β und  Interleukin‐6  sowie die Matrixmetallo‐
Protease‐9 in MCP‐1‐defizienten Mäusen in geringerem Ausmaß exprimiert werden. 
Außerdem wurde gezeigt, dass das potenziell neuroprotektive Gen  für den Peroxi‐
som‐Proliferator‐aktivierten‐Rezeptor‐γ  in  der MCP‐1‐defizienten Gruppe  in  höhe‐
rem  Ausmaß  reguliert  war.  Das  Transkript  für  den  Granulozyten‐kolonie‐
stimulierender Faktor (G‐CSF) wurde  in beiden untersuchten Gruppen herauf regu‐
liert, jedoch in der MCP‐1‐defizienten Gruppe in geringerer Kopienzahl.  





Da  molekulare  Mechanismen  der  chemokingesteuerten  postischämischen  Entzün‐
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Mit  einer  Inzidenz von  182  /  100000 Einwohnern  ist der  Schlaganfall neben 
dem Herzinfarkt sowie Krebserkrankungen eine der häufigsten Ursachen für 
Tod und Behinderung in Deutschland (Kolominsky‐Rabas et al., 1998).  
Etwa  ein Drittel der Patienten versterben  innerhalb der  ersten vier Wochen. 
Weitere  30  Prozent  bleiben  dauerhaft  schwerbehindert  und  sind  auf  Hilfe 
Dritter angewiesen. Steigende Lebenserwartung, zunehmende Inzidenz sowie 
ungünstige  Prognose  und Mortalität  führen  zu  einer  kontinuierlich  zuneh‐
menden  sozioökonomischen  und  klinischen  Belastung  (Poeck  et  al.,  1998; 
Donnan et al., 2008).  
 
Der  ischämische  Gehirninfarkt  ist  mit  85  Prozent  die  häufigste  Form  des 
Schlaganfalls. Durch embolischen oder  thrombotischen Verschluss kommt es 
hierbei  zu  einer  temporären  oder permanenten Durchblutungsstörung  einer 
Gehirn versorgenden Arterie.  In Folge des Sauerstoff‐ und Nährstoffmangels 
setzt  innerhalb  von Minuten  eine  komplexe  Kaskade  zellulärer  Reaktionen 







einem Schlaganfall  im  später  resultierenden  Infarktareal nicht  sofort zerstört 






























mischen Gehirnödems kommt. Nach  einigen Stunden  entstehen  im Randbe‐





















entzündlichen  Reaktionen  nach  einem  Schlaganfall  zuteil.  Sauerstoff‐  und 
Substratmangel, Exzitation  sowie die Freisetzung  reaktiver Sauerstoffspezies 
führen zu einer vermehrten Expression inflammatorischer Gene durch die ge‐
schädigten Zellen. Diese Prozesse  setzen  bereits  innerhalb weniger  Stunden 
nach dem Schlaganfall ein und dauern mehrere Tage an.  

















Da  das  zentrale Nervensystem  durch  die Ausbildung  der  Bluthirnschranke 
vom Blutgefäßsystem abgeschirmt ist und hämatogene Immunzellen dadurch 
erst verzögert  in das  ischämische Gewebe  infiltrieren können, bedarf es nach 
pathophysiologischen  Veränderungen  innerhalb  des  Gehirns  einer  immun‐
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kompetenten  Zellpopulation,  die  unmittelbar  auf  Veränderungen  reagieren 
kann. Diese Aufgabe wird der residenten Mikroglia zuteil.  Im ruhenden Ge‐







(Abb.  1.3). Bereits wenige Stunden nach  einem Schlaganfall  findet  sich  akti‐
vierte Mikroglia  innerhalb des  infarzierten Areals  sowie der Penumbra und 




Antigen präsentierende Zellen  (Needergard  et  al.,  2005). Da Mikroglia nach 
einem  Schlaganfall  neuroprotektive  Wachstumsfaktoren  wie  NGF  (Nerve‐
Growth‐Factor) oder BDNF (Brain‐Derived‐Neurotrophic‐Factor) exprimiert, wer‐


























zellen  eine Vielzahl  regulatorischer Proteine  exprimiert, die  kapilläre Endo‐
thelzellen dazu anregen, Adhäsionsproteine zu exprimieren und diese luminal 
zu präsentieren (deGraba 1998).  
V‐CAM‐1  (Vaskuläres  Zell‐Adhäsionsprotein‐1)  spielt  bei  der  Rekrutierung 
hämatogener  Zellen  in  das  infarzierte  Gewebe  eine  zentrale  Rolle.  Durch 
MCP‐1, TNF‐1 und  IL‐1β  induziert,  interagiert V‐CAM‐1 mit Oberflächenre‐
zeptoren  zirkulierender  hämatogener  Zellen,  die  zunächst  an  der  Kapillar‐
wand adhärieren und anschließend, durch das Gefäßendothel hindurch, die 







(Yamagami  et  al.,  1999). Die  genauen Aufgaben  neutrophiler Granulozyten 
sind bis heute nicht bekannt,  jedoch wird diskutiert, dass neutrophile Granu‐
lozyten  durch  Expression  proinflammatorischer  Proteine  sowie  Matrix‐
Metalloproteasen  zu  einer  zusätzlichen  zeitlich  versetzten  Schädigung  des 









insbesondere  immigrierten Monozyten  und Makrophagen  neurotoxische  Ei‐
genschaften  bei  der  postischämischen  Schadenentwicklung  zugesprochen 
(Danton et al, 2003).  
T‐Zellen stellen die späteste  in das Infarktgebiet  immigrierende Zellpopulati‐
on dar. Etwa  zwei  bis  vier Tage  nach  einem  Schlaganfall  kann  eine  zuneh‐
mende  Anzahl  hämatogener  Lymphozyten  im  infarzierten  Gehirngewebe 
nachgewiesen werden. T‐Zellen werden durch MCP‐1, TNF‐1 und IL‐6 (Inter‐
leukin‐6)  aktiviert,  kommunizieren  mit  antigenpräsentierenden  Zellen  und 
exprimieren  eine  Vielzahl  pro‐  und  anti‐inflammatorischer  Proteine  (Neu‐
mann et al., 1997; Stevens et al., 2002; Li et al., 2005). Den hämatogenen Lym‐
phozyten wird bei der Entwicklung der postischämischen Schädigung vor al‐






ner Zellen  in das  infarzierte Areal nach transienter fokaler zerebraler Ischämie  in chimären 
Wildtypmäusen.  
 
Die  Forschungen  zu  einer  genaueren  Aufklärung  der molekularen  Zusam‐






















hämatogenen  Zellen  und  aktivierter Mikroglia  eine  weitere  Zellpopulation 
nach einem Schlaganfall  in das  infarzierte Gewebe  immigriert. Neuroblasten, 
neuronale Vorläuferzellen,  bewegen  sich  im  gesunden Gehirn  entlang  dem 
rostralen Migrationsstrom  in Richtung des Bulbus olfactorius und differenzie‐
ren  dort  zu  periglomerulären  Neuronen.  Als  Reaktion  auf  eine  zerebrale  





rem  durch  den  hämatopoetischen  Faktor G‐CSF  (Granulozyten‐Kolonie  Sti‐
mulierender Faktor) reguliert wird. Neben der Neurogeneseregulation konnte 
gezeigt werden,  dass  G‐CSF  innerhalb  des  zentralen Nervensystems  posti‐
schämisch von Neuronen exprimiert wird und  insbesondere neuroprotektive 













Nach  einem Schlaganfall  exprimieren und  sezernieren Neurone, Astrozyten, 
Mikroglia und immigrierte Leukozyten eine Vielzahl regulatorischer Proteine 
wie Zytokine und Wachstumsfaktoren. Den Chemokinen, einer Untergruppe 
der Zytokine wird  bei  der Regulation  der  inflammatorischen Reaktion  eine 
zentrale Rolle  zuteil. Chemokine  sind  Proteine  geringen Molekulargewichts 
mit zellspezifischen  chemotaktischen Eigenschaften, die  für die Zellrekrutie‐
rung und  ‐Migration von entscheidender Bedeutung sind (Balkwill 1998). Ef‐
fektorzellen  immigrieren  in das  ischämische Gewebe,  indem sie Konzentrati‐
onsgradienten  verschiedener Chemokine  folgen.  Zentraler Mediator  für  die 
Monozyten‐ und Makrophagenrekrutierung  aus dem Blut  in das  infarzierte 
Gewebe ist das proinflammatorische Chemokin MCP‐1.  









Prozesse  induzieren  (Abb. 1.5). Die Bindung von MCP‐1 an CCR‐2  führt zu  
G‐Protein‐regulierter Aktivierung der Proteinkinase C, die unter anderem den 
Transkriptionsfaktor NF‐κB  (Nukleärer Faktor‐κB) phosphoryliert. Dies  führt 

























Abbildung  1.5:  Schematische Darstellung der  potentiellen molekularen Mechanismen der 
MCP‐1‐getriggerten Rekrutierung hämatogener Makrophagen in das von Ischämie betroffe‐
ne Gehirnparenchym. Die  postischämische  Expression  von MCP‐1  durch Astrozyten  und 
Neurone veranlasst kapilläre Endothelzellen zur Expression von V‐CAM‐1. Dadurch werden 
hämatogene Makrophagen dazu veranlasst an die Gefäßwand zu adhärieren und schließlich, 
dem MCP‐1‐Gradienten  folgend,  durch  die  Bluthirnschranke  hindurch,  in  das  infarzierte 
Gewebe zu immigrieren.  
 















nale  Seite der Kapillare und  interagiert  auf direktem Wege mit  hämatogenen Monozyten 
und Makrophagen.   
 
In  zahlreichen  Arbeiten mit  experimentellen murinen  Schlaganfallmodellen 
konnte nachgewiesen werden, dass die Expression von MCP‐1 und der daraus 
resultierende  Einstrom  hämatogener Zellen  eine  zentrale Rolle  bei  der  Ent‐
wicklung  der  postischämischen  Schadenentwicklung  hat. Während MCP‐1‐





renziert  zu  analysieren,  ist  bisher  nicht  bekannt, welchen  relativen  Einfluss 
sowohl Mikrogliazellen  als  auch  Leukozyten  auf  die  postischämische  Scha‐











Die  Bluthirnschranke  schützt  das  zentrale Nervensystem  durch  die Ausbil‐
dung  einer zellulären Barriere vor  toxischen Verbindungen,  infektiösen Kei‐
men und dient zur Aufrechterhaltung des extrazellulären Milieus,  indem sie 
einen unkontrollierten Stoffaustausch zwischen dem Gehirn und der Blutbahn 
verhindert.  Die  Bluthirnschranke wird  von  kapillären  Endothelzellen,  peri‐
vaskulären Makrophagen, Astrozyten  und Neuronen  ausgebildet. Zerebrale 















und  unterliegen  einer  regen  Erneuerung  durch  hämatogene Makrophagen. 
Perivaskulären Zellen werden Aufgaben wie Regulation des mikrokapillären 
Blutdrucks sowie ein Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung endo‐
thelialer  Zellen  zugesprochen  (Bandopadhyay  et  al.,  2001;  Ramsauer  et  al., 
2002; Pepiatt et al., 2006; Piquer‐Gil et al., 2008). Zum Gehirnparenchym hin 




Eine zerebrale  Ischämie  resultiert  in einem Verlust der Bluthirnschrankenin‐
tegrität  innerhalb des  infarzierten Gewebes. Die erhöhte Durchlässigkeit des 
Endothels  kann  zu  einem  sekundären vasogenen Ödem und Hämorrhagien 
führen  (Yang et al., 1999). Als molekulare Ursache  für den postischämischen 
Verlust  der  Bluthirnschrankenintegrität  sind,  neben  Zytokinen  und Wachs‐
tumsfaktoren,  in  den  letzten  Jahren  die  tight‐junction‐Proteine  in  den  Fokus 
der  Forschung  gerückt.  So  werden  Matrix‐Metalloproteasen  nach  einem 




Metalloproteasen‐Inhibitoren  wie  TIMP‐1  (Metalloprotease‐Inhibitor  1)  ver‐
ringert werden kann (Fujimoto et al., 2008).  
Neueste Erkenntnisse deuten darauf hin, dass auch Chemokine die Permeabi‐





len  bindet  und  via  G‐Protein‐regulierter  Signaltransduktion  Proteinkinasen 
aktiviert  (Abb.  1.5). Die Aktivierung  zweier  Isoformen  der  Proteinkinase C 





Die  therapeutischen Möglichkeiten  der  akuten  Schlaganfallbehandlung  sind 
zum heutigen Zeitpunkt sehr begrenzt. So  ist die Wiedereröffnung einer ver‐






durch  gezielte  Manipulation  der  zellulären  Regulation  pro‐  und  anti‐















ziert  analysiert werden. Residente  aktivierte Mikrogliazellen  und  postischä‐
misch  in  das  Gehirnparenchym  immigrierte Makrophagen  exprimieren  die 
gleichen Oberflächenantigene. Sie sind damit weder morphologisch noch  im‐
munhistochemisch  unterscheidbar. Daher  sollten  zur Differenzierung  dieser 











Zu  den  postischämisch  untersuchten  Zellpopulationen  gehören  residente 
Mikroglia,  hämatogene  Makrophagen,  neutrophile  Granulozyten,  T‐Zellen, 
perivaskuläre‐ sowie meningeale Makrophagen und Neuroblasten.  
Postoperativ  sollte  täglich die motorische und  sensomotorische Leistungsfä‐



















Zeitpunkt  untersucht  werden.  Dazu  wurde  den  Kontrollmäusen  und  den 
MCP‐1‐defizienten  Tieren  12  Stunden  postischämisch  ein  FITC‐Albumin‐

























































































































































oIMR558  5’- CCT TCT ATC GCC TTC TTG ACG -3’ 21‐mer 
oIMR1993  5’- GGA GCA TCC ACG TGT TGG C -3’ 19‐mer 
oIMR1994  5’- ACA GCT TCT TTG GGA CAC C -3’ 19‐mer 
PHPf  5´- ATC AGA GCC AGG ACA GGA AG -3´ 20‐mer 
PHPr  5´- GTG GGG CAG AGC TTC AGT AG -3´ 20‐mer 
 





Männliche  C57/Bl6J‐Wildtypmäuse,  bezogen  von  der  Firma  Charles  River 
Lab.,  Sulzfeld,  Deutschland,  wurden  während  der  Zucht  in  die  GFP‐












































Zur  Kontrolle  des  genetischen Hintergrundes wurde  von  den  eingesetzten 











Für  die  Bestimmung  des  Genotyps  der  eingesetzten  Tiere  kamen  spezielle 
Primer,  die  selektiv  mit  dem  MCP‐1‐Wildtyp‐Allel  bzw.  dem  MCP‐1‐
defizienten  Allel  konjugieren,  zum  Einsatz.  Zu  diesem  Zweck wurden  die 
Primer oIMR558, oIMR1993 und oIMR1994 genutzt. Bei einem homozygoten 
MCP‐1+/+‐Tier generiert das Primerpaar oIMR1993  / oIMR1994 ein 888 Basen‐
paar  (bp)  langes  PCR‐Produkt.  Bei  einem  homozygoten MCP‐1‐defizienten 
Tier generiert das Primerpaar oIMR558 / oIMR1993 ein 1375 Basenpaar langes 






























Nach  erfolgter  Polymerase‐Kettenreaktion  wurden  5  μl  jedes  gDNA‐
Amplifikats mit 1 μl Loading‐Dye (6x) versetzt und auf ein Agarosegel (2 %, 40 









Unter  normalen  Umständen  ist  es  nicht  möglich,  aktivierte  residente 
Mikroglia von  immigrierten hämatogenen Makrophagen  im Gehirn zu diffe‐
renzieren.  Um  diese  Unterscheidung  möglich  zu  machen,  generierten  wir 
GFP‐transgene knochenmarkchimäre Mäuse.  
 








Als Kontrolltiere  dienten  für  die Versuche GFP‐transgene  knochenmarkchi‐
märe Mäuse,  die  in  der  Lage waren,  das Chemokin MCP‐1  homozygot  zu 
exprimieren. Um den genetischen Hintergrund der GFP‐transgenen Mäuse an 
den  der  nicht‐transgenen  Wurfkontrollen  der  MCP‐1‐/‐‐Zucht  anzugleichen, 
wurden diese mehrfach miteinander verkreuzt (Abb. 2.2). 
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chen  gesammelt. Anschließend wurden  die  gewonnenen  Zellen  durch  eine 
Spectra‐Mesh®‐Nylonfiltermembran (85 μm) gefiltert und je zweimal mit PBS 







24  Stunden  nach  der  Bestrahlung  erhielten  die  MCP‐1+/+/GFP‐/‐‐Mäuse  die 
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das Verhältnis zwischen GFP+‐ und GFP‐‐ Leukozyten ermittelt. Für die weite‐











Drei  Monate  nach  erfolgreicher  Knochmarktransplantation  wurden  je  16 
MCP‐1+/+‐ und 16 MCP‐1‐/‐‐chimäre Tiere einer transienten zerebralen Ischämie 















Arteria  carotis, Vena  jugularis und Nervus vagus wurde  freipräpariert und die 
weiter distal liegende Arteria carotis externa mit einem Faden durch Umschlin‐
gen verschlossen  (Abb.2.5.C A). Anschließend wurde die proximal gelegene 


















Gefäßinzisur  fest  zusammengezogen.  Die  erfolgreiche  Reperfusion  wurde 
durch den Anstieg des gemessenen Dopplersignals dokumentiert. Nach abge‐
schlossener Operation wurde die Wunde am Hals der Mäuse mit einem chi‐




Abbildung  2.5:  Schematische  Darstellung  der  Methode  zur  Erzeugung  einer  transienten 
fokalen zerebralen Ischämie durch Fadenverschluss der Arteria cerebri media. A: Ventrale Ü‐
bersicht des Gehirns und Lage der Blutgefäße.   B: Laterale Ansicht des Mäusegehirns. Das 













einer  Schere  ein  Schnitt  unterhalb  des  Sternums  durchgeführt.  Es  folge  ein 
weiterer, die Rippen durchtrennender, horizontaler Einschnitt des Diaphrag‐
mas  bis  etwas  zwei  Zentimeter  über Herzhöhe.  Thoraxwand  und  Sternum 
wurden  zur  Seite  geklappt  und  das  Perikard  eröffnet. Das  nun  freigelegte, 










drei  Stunden  in  PFA  nachfixiert,  danach  in  eine  10%ige  Saccharose‐Lösung 
überführt  (4°  C,  über  Nacht)  und  abschließend  dreimal  in  Phosphatpuffer 
(Na2HPO4 200mM, NaH2PO4 200 mM, in H2O, pH 7,4) gewaschen. 
 
Vor dem Einfrieren der Gehirne wurden diese  in  eine  Silikonform  gegeben 
und  in TissueTek® eingebettet. Anschließend wurden die Formen  für 20 Se‐
kunden  in ein mit  flüssigem Stickstoff gekühltes Dimethylbutanbad gegeben 


















Der  Analyse  des  Turn‐Over  meningealer  und  perivaskulärer Makrophagen 











ferenzen  zwischen  den  MCP‐1+/+‐  und  MCP‐1‐/‐‐Tieren  erfassen  zu  können, 
wurden die Mäuse einer Rotarodtestung und einer Neuroscorebegutachtung 







einer  sich  beschleunigenden Walze  zu  laufen  (Abb.  2.7). Dabei wurden  die 
Tiere auf die  sich bereits mit 4 U/min. drehende Walze des Rotarod gesetzt 







als  Referenzzeit  individuell  gleich  100%  gesetzt.  Postoperativ  wurde  jede 
Maus täglich bis zur Perfusion fünfmal getestet und der Mittelwert als jeweili‐
ge prozentuale Veränderung im Vergleich zur Referenzzeit ermittelt. 










de  an  jedem postoperativen Tag  ein Neuroscore  erhoben. Dazu wurden die 

















































Da  es  nach  einem  Schlaganfall  zu  der Ausbildung  eines Gehirnödems  und 
damit zu einer Schwellung der ipsilateralen Hemisphäre kommt, musste die‐



















von  300  μm  alternierende Stichproben  eines  toluidingefärbten postischämischen MCP‐1+/+‐
Gehirns.  B: Durch Addition der Einzelflächen erhält man das Gesamtvolumen des infarzier‐
tes Areals. C: Toluidingefärbter coronaler Schnitt eines Gefrierschnitts. Die drei  relevanten 









frierschnitte  für  die  Infarktvolumenbestimmung  mit  Toluidinblau  gefärbt 
(Tab. 2.4). Infarziertes Gewebe nimmt Toluidinblau in geringeren Mengen auf, 





die Schnitte  in  einer  0,1%igen Toluidinblau‐Lösung  (0,1% w/v Toluidinblau, 
100 mM NaH2PO4,  100 mM Na2HPO4,  pH  5,5)  für  10 Minuten  gefärbt. Die 
Trocknung  der  Schnitte  erfolgte mittels  aufsteigender Alkoholreihe.  Für  je‐
weils  5 Minuten wurden die  Schnitte  in  70%igem,  96%igem und  100%igem 
Ethanol  entwässert  und  anschließend  luftgetrocknet.  Die  getrockneten  und 









































ßend  ein  Streptavidin‐konjugierter  Fluoreszenzfarbstoff  (AlexaFluor594)  an 
den Antikörperkomplex gebunden werden  (Abb. 2.10). Zum Schluss wurden 
alle  zu  analysierenden  Schnitte  mit  einem  mit  DAPI  (4′,6‐Diamidino‐2‐
Phenylindol) versetzten Konservierungsmedium haltbar gemacht und mit ei‐




















Sekundärantikörper  wurde  eine  Streptavidin‐gekoppelte  Meerrettichperoxi‐
dase an den Antikörperkomplex gebunden, gefolgt von der Zugabe von Bioti‐
nyl‐Tyramid.  Biotinyl‐Tyramid  dient  der  Peroxidase  als  Substrat  und wird 
von  dieser  in wasserunlösliches  Biotin  katalysiert, welches  in  der  Folge  an 
dem  Epitop  präzipitiert.  Zu  Schluss  wurde  der  Streptavidin‐Chromogen‐
Komplex auf die Gefrierschnitte gegeben, der aufgrund der vervielfachten Bi‐




















Neben der Toluidinfärbung wurde  als  zusätzliche Kontrolle  einer  suffizient 








Eine  erfolgreich durchgeführte zerebrale  Ischämie zeichnet  sich durch  einen 












Komponente  Konzentration  Inkubation  Gelöst in 
Waschen    3 x  PBS 
Blocken    15 Minuten  Blockierungslösung 
1. Antikörper (NeuN)  1 : 300  Ü / N bei 4 °C  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
2. Antikörper (BGoaM)  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
AlexaFluor594®  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 








Nach einer zerebralen  Ischämie kommt es  insbesondere  im Randbereich des 
infarzierten Areals zu einer ausgeprägten Astrogliose. Dabei wird das für den 
Zelltyp  der Astrozyten  spezifische  Intermediärfilament GFAP  (glial  fibrillary 
acidic protein, saures Gliafaserprotein)  in den betroffen Zellen verstärkt expri‐






Komponente  Konzentration  Inkubation  Gelöst in 
Waschen    3 x  PBS 
Blocken    15 Minuten  Blockierungslösung 
1. Antikörper (GFAP)  1 : 500  Ü / N bei 4 °C  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
2. Antikörper (BGoaM)  1 : 200  45 Minuten  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
AlexaFluor594®  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 








residenten Mikroglia  sowie  der Neuroblasten wurde mit Hilfe  der  immun‐
histochemischen Fluoreszenzmikroskopie durchgeführt.  
 




Für  die  selektive  Anfärbung  hämatogener  Makrophagen  und  residenter 
Mikroglia kam ein gegen das Glykoprotein F4/80 gerichteter Antikörper zum 





Komponente  Konzentration  Inkubation  Gelöst in 
Waschen    3 x  PBS 
H2O2   3 % v/v  10 Minuten  Methanol 
Waschen    3 x  H2O /PBS 
Blockierungslösung    15 Minuten   
1. Antikörper (F4/80)  1 : 500  Ü / N bei 4 °C  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
2. Antikörper (BRbaR)  1 : 200  45 Minuten  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
Streptavidin‐HRP  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
Biotinyl‐Tyramid  1 : 100  15 Minuten  Lösungspuffer 
Waschen    3 x  H2O / PBS 
AlexaFluor594®  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 










Zur  Färbung  neutrophiler Granulozyten  kam  ein  gegen  das  nur  von  poly‐
morphonukleären Zellen exprimierte 7/4‐Protein gerichteter Antikörper zum 




Komponente  Konzentration  Inkubation  Gelöst in 
Waschen    3 x  PBS 
H2O2   3 % v/v  10 Minuten  Methanol 
Waschen    3 x  H2O /PBS 
Blockierungslösung    15 Minuten   
1. Antikörper (7/4)  1 : 200  Ü / N bei 4 °C  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
2. Antikörper (BRbaR)  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
Streptavidin‐HRP  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
Biotinyl‐Tyramid  1 : 100  15 Minuten  Lösungspuffer 
Waschen    3 x  H2O / PBS 
AlexaFluor594®  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 










T‐Lymphozyten  exprimieren  auf  ihrer Zelloberfläche  den membranständige 
Oberflächenrezeptor CD‐3 (cluster of differentiation‐3). Aus diesem Grund wur‐




Komponente  Konzentration  Inkubation  Gelöst in 
Waschen    3 x  PBS 
H2O2   3 % v/v  10 Minuten  Methanol 
Waschen    3 x  H2O /PBS 
Blockierungslösung    15 Minuten   
1. Antikörper (CD‐3)  1 : 250  Ü / N bei 4 °C  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
2. Antikörper (BGoaHa)  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
Streptavidin‐HRP  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
Biotinyl‐Tyramid  1 : 100  15 Minuten  Lösungspuffer 
Waschen    3 x  H2O / PBS 
AlexaFluor594®  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 
DAPI       
Lösungspuffer für Tyramid: H2O2 3%, Imidazol 100mM in PBS. BGoaHa: Biotinylierter Ziege‐

















Komponente  Konzentration  Inkubation  Gelöst in 
Waschen    3 x  PBS 
H2O2  3 % v/v  10 Minuten  Methanol 
Waschen    3 x  H2O /PBS 
Blockierungslösung    15 Minuten   
1. Antikörper (DCX)  1 : 500  Ü / N bei 4 °C  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
2. Antikörper (BGoaRb)  1 : 200  45 Minuten  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
Streptavidin‐HRP  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
Biotinyl‐Tyramid  1 : 100  15 Minuten  Lösungspuffer 
Waschen    3 x  H2O / PBS 
AlexaFluor594®  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 










Alle  immunhistochemischen  Färbungen  der  20  chimären MCP‐1+/+‐  und  20 
chimären  MCP‐1‐/‐‐Tiere  wurden  mit  einem  Fluoreszenzmikroskop  in  400‐
facher Vergrößerung begutachtet und digital fotografiert.  
 
Von  der  ischämischen Hemisphäre wurden  je Gehirnschnitt  insgesamt  fünf 










Abbildung  2.12  Schematische  Darstellung  eines  Gehirnschnitts.  Zur  Zellquantifizierung 
residenter Mikroglia, hämatogener Makrophagen, neutrophiler Granulozyten, T‐Zellen und 




























Zur  Analyse  einer  möglichen  differenten  postischämischen  T‐Zell‐
Immigration, wurden alle CD‐3‐positiven Zellen der ipsi‐ und kontralateralen 








Die Quantifizierung  der  postischämischen Neuroblastenmigration wurde  in 
zwei definierten Arealen durchgeführt. Zunächst wurden alle DCX‐positiven 
Zellen  innerhalb des Corpus Callosums  sowohl  auf der  ipsilateralen  als  auch 
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Zur Ermittelung des Turn‐Over perivaskulärer Zellen wurden stichprobenartig 
etwa  20 Blutgefäße  je Hemisphäre  je Tier begutachtet. Perivaskuläre Zellen, 
die sowohl für F4/80 als auch für GFP positiv waren, sind nach der Transplan‐











MCP‐1‐/‐‐Mäuse  entwickeln  im  postischämischen  Krankheitsverlauf  kleinere 
Infarkte, zeigen eine verbesserte neurologische Erholung und einen attenuier‐
ten Einstrom hämatogener Zellen. Zur Aufklärung der molekularbiologischen 
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seErase behandelt, anschließend mit DEPC‐Wasser (Diethyl‐Pyrocarbonat, 0,1 












vordefinierten Areale  zu  gewährleisten, wurden  die Gehirnschnitte  vor  der 
































on  in MCP‐1+/+‐  und MCP‐1‐/‐‐Mäusen wurde  die Methode  der  Lasercapture‐















träger  auf  dem  Kreuztisch  des Mikroskops  fixiert  und  die  drei  definierten  
Areale (Abb. 2.14 A) mit Hilfe der mitgelieferten Software (Palm RoboSoftwa‐
re  2.0) markiert. Die  Isolierung der  einzelnen Areale  erfolgte mittels  Impuls 





Denaturierungspuffer  (143  mM  β‐Mercaptoethanol  in  RLT‐Puffer,  Rneasy 
Microkit,  Qiagen)  gefüllten  Deckel  eines  Reaktionsgefäß  katapultiert  (Abb. 
2.14 B). Für jedes Areal wurde ein separates Reaktionsgefäß verwendet. Nach 
erfolgter Mikrodissektion wurde der Deckel verschlossen und die Proben mit‐













RNeasy‐Microkit  (Qiagen  GmbH,  Hilden)  eingesetzt.  Mit  diesem  Kit  ist  es 
möglich, kleinste Mengen von total‐RNA selektiv aufzureinigen. Die RNeasy‐
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Microtechnologie  filtert während der Prozedur zusätzlich RNA‐Moleküle ei‐
ner Größe  ≤ 200 Nukleotide aus der Lösung heraus,  so dass  es zu  einer ge‐
wünschten Anreicherung von mRNA kommt. 
Die RNA‐Aufreinigung  erfolgte  gemäß dem Protokoll des RNeasy‐Mikrokit 












on  durch  exogene  RNasen  machen  eine  Kontrolle  der  RNA‐Qualität  und  









Mikrokanäle  der  RNA‐Chips  aufzutrennen.  Zur  Darstellung  werden  die 
Laufweiten‐Elutionszeiten mit denen von vordefinierten RNA‐Größen korre‐
liert und daraus ein virtuelles Elektropherogramm generiert (Abb.2.15).  










tend  für die entsprechenden Bestandteile der  total‐RNA sind  (Mueller et al., 
2004). Diesen Regionen werden definierte Qualitätswerte von 1 bis 10 zuge‐









Für die  rückläufige Übersetzung der genetischen  Information von mRNA  in 
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setzt, die an die mRNA‐Poly‐(A)‐Schwänze dieser binden und die Sequenzen 





Für  die  Generierung  von  cDNA  aus  der  RNA  des  lasercapture‐



















naldehyd‐3‐phosphat‐Dehydrogenase)  spezifisches  Primerpaar  (Quantitect 
Primer Assay, Qiagen GmbH, Hilden)  zum  Einsatz  (Tab.  2.14).  Bei  korrekt 
durchgeführter  reverser Transkription und PCR generiert dieses Primerpaar 
ein PCR‐Produkt mit einer Länge von 144 Basenpaaren.  
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und  folgend  zu  analysieren.  Jedoch waren  quantitative Aussagen  aufgrund 
des  schwankenden  Verhältnisses  der  DNA‐Ausgangsmenge  sehr  unpräzise 
(Mullis et al., 1987). Mit der Entwicklung der Methode der quantitativen Real‐
Time‐PCR  (qRT‐PCR)  wurde  diese  Limitation  überwunden  (Higuchi  et  al., 
1992).  Bei  der  quantitativen  Real‐Time‐PCR  wird  während  der  gesamten 
Amplifikation mit Hilfe von fluoreszierenden Reporterfarbstoffen die Zunah‐
me  der  generierten  PCR‐Produkte  detektiert. Dabei  nimmt,  bei  idealer  Effi‐
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Als Reporterfluoreszenzfarbstoff wurde  für die Expressionsstudien der Cya‐




reszenzsignals  linear  mit  der  Menge  der  amplifizierten  doppelsträngigen 
DNA.  
 
Zu  Beginn  der  Amplifikation  ist  das  detektierbare  Fluoreszenzsignal  sehr 
schwach und nicht von dem vorherrschenden Hintergrundrauschen zu diffe‐
renzieren  (Abb.  2.16). Mit  zunehmender  Zyklenzahl  und  generierter DNA‐
Menge nimmt das Signal  exponentiell an  Intensität zu und nähert  sich dem 
zuvor  festgelegten Schwellenwert an. Der Zyklus,  in dem der Schwellenwert 
überschritten wird, wird  als CT‐Wert  (treshold  cycle) bezeichnet. Anhand der 


































































ratur  in  den  Reaktionsvertiefungen  des  Thermocyclers  für  15  Sekunden  von  
60° C auf 95° C erhöht. Sobald die der Produktlänge  sowie dessen GC‐ und 
AT‐Gehalt  entsprechende Schmelztemperatur  erreicht  ist, beginnen die dop‐




Bei korrekter Amplifikation zeigt  sich  lediglich  eine der Fragmentlänge  ent‐
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kommerziell  erhältliche,  für  die  qRT‐PCR  optimierte  und  validierte  Primer 
(Quantitect Primer Assay, Qiagen GmbH) eingesetzt (Tab. 2.17). Um eine un‐
erwünschte Amplifikation genomischer DNA zu vermeiden, wurden nur Pri‐
mer  eingesetzt,  die  Exon  übergreifend  binden  und  somit  nur  prozessierte, 


































Browser  (http://genome.ucsc.edu) ermittelt und mit Hilfe der  im  Internet  frei 
verfügbaren  Primerdesignsoftware  „Primer3“  (http://frodo.wi.mit.edu/cgi‐






























Temperaturgradienten‐PCR  mit  einer  MCP‐1+/+‐Probe  genomischer  DNA 
durchgeführt (Tab. 2.13).  






























































Von den Gehirnen  beider Gruppen wurden  für die  immunhistochemischen 
Analysen  je  15 Gefrierschnitte  (Bregma  ~  ‐0,64) mit  einer Dicke  von  10  μm 










Zur  Bestimmung  des  postischämischen  intrazerebralen  FITC‐Albumin‐
Gehalts wurde die Methode der densitometrischen Fluoreszenzanalyse einge‐
setzt. Dazu wurden  pro  Tier  von  jeder  ipsilateralen Hemisphäre  sechs  und 
von  jeder kontralateralen Hemisphäre drei Fotos mit einem Fluoreszenzmik‐














fe  (8 Bit) auf Fotos mit  einer Farbtiefe von 1 Bit  reduziert  (schwarz  / weiß). 
Dadurch war es möglich, zwischen zwei Zuständen innerhalb der Aufnahme 
zu differenzieren. Ein weißes Pixel stand dabei  für 0 = kein FITC‐Signal und 
ein  schwarzes Pixel  für  1  =  FITC‐Signal  (Abb.  2.20 C).  Für  eine  exakte Ver‐








reits  aus dem Foto  subtrahiert. C: Derselbe Ausschnitt nach Umwandlung  in  ein binäres 
Bild. Zwei Zustände sind möglich: 0 = kein FITC‐Signal und 1 = FITC‐Signal 
 


















der Überstand  in  die Vertiefungen  einer Mikrotiterplatte  pipettiert  und  die 





Eichgerade  erstellt. Dazu wurden  sieben  FITC‐Albuminlösungen  bekannter, 
aufsteigender Konzentration in Duplikaten (0 μg/ml, 3,125 μg/ml, 6,25 μg/ml, 
12,5 μg/ml, 25 μg/ml, 50 μg/ml und 100 μg/ml in Lysepuffer) in die Vertiefun‐
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Zur  vergleichenden  Analyse  der  Messwerte  wurden  die  ermittelten  FITC‐







Bei  der  densitometrischen  Analyse  des  FITC‐Albumin‐Übertritts  durch  die 








Komponente  Konzentration  Inkubation  Gelöst in 
Waschen    3 x  PBS 
Blocken    15 Minuten  Blockierungslösung 
1. Antikörper (vWF)  1 : 100  Ü / N bei 4 °C  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
2. Antikörper (BGoaRb)  1 : 200  45 Minuten  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
AlexaFluor594®  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 










sentiellen  Proteine  ZO‐1  sowie Occludin  phosphoryliert. Die  Phosphorylie‐
rung dieser Proteine könnte  in einer Veränderungen der Tertiärstruktur und 
dem Verlust  der  Bluthirnschrankenintegrität  einhergehen. Daher wurde  ein 
möglicher Einfluss von MCP‐1 auf die postoperative strukturelle Integrität der 
beiden  tight‐junction‐Proteine ZO‐1 und Occludin mittels  Immunfluoreszenz 
analysiert. Die Analyse erfolgte auf  jeweils einem Gefrierschnitt  (Bregma ~  ‐
0,64  mm)  der  fünf  MCP‐1+/+‐  und  MCP‐1‐/‐‐Tiere  aus  der  FITC‐Albumin‐
Untersuchung.  
Zur  Färbung  des  intrazellulären  tight‐junction‐Proteins  ZO‐1  wurde  ein  im 
Kaninchen  generierter  ZO‐1‐spezifischer  Antikörper  eingesetzt  (Tab.  2.20). 
Nach durchgeführter Färbung wurden die Schnitte mittels Fluoreszenzmikro‐




Komponente  Konzentration  Inkubation  Gelöst in 
Waschen    3 x  PBS 
Blocken    15 Minuten  Blockierungslösung 
1. Antikörper (ZO‐1)  1 : 100  Ü / N bei 4 °C  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
2. Antikörper (BGoaRb)  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
AlexaFluor594®  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 
DAPI       
BGoaRb: Biotinylierter Ziege‐anti‐Kaninchen Antikörper. Ü / N: Über Nacht.  
 









Komponente  Konzentration  Inkubation  Gelöst in 
Waschen    3 x  PBS 
Blocken    15 Minuten  Blockierungslösung 
1. Antikörper (Occludin)  1 : 250  Ü / N bei 4 °C  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
2. Antikörper (BGoaRb)  1 : 200  45 Minuten  Blockierungslösung 
Waschen    3 x  PBS 
AlexaFluor594®  1 : 100  45 Minuten  Blockierungslösung 















Das Primerpaar  oIMR1993  /  oIMR1994  amplifiziert  ein  für das Wildtypallel 
markierendes  Fragment  mit  einer  Länge  von  888  bp.  Das  Primerpaar 




Während der  laufenden Zucht wurde  eine  stete Selektion  zugunsten der  je‐
weiligen homozygoten Mäuselinie durchgeführt,  so dass zu Versuchsbeginn 







gen  zu  ermöglichen, wurden  für die Experimente  chimäre Mäuse mit GFP‐
transgenem Knochenmark hergestellt. Jeder GFP‐chimären Maus wurde nach 
drei Monaten eine Blutprobe aus der Vena coccygealis lateralis entnommen und 































































































































Abbildung  3.5:  Auswertung  des  Infarktvolumens.  A:  Infarktgrößenvergleich  zwischen 
MCP‐1+/+‐  und  MCP‐1‐/‐‐Tieren  1  Tag  postischämisch.  B:  Infarktgrößenvergleich  2  Tage 






Zeitpunkt  ein  geringeres  Infarktvolumen mit  7,585  ±  1,52 mm³.  Zwei  Tage 
nach durchgeführter Schlaganfalloperation zeigten die MCP‐1+/+‐Tiere mit ei‐

























eines  infarzierten Mäusegehirns. Der Übergang  zum  von  Ischämie  betroffenen Areal  ist 






Als  zusätzliche  Kontrolle wurde  zudem  eine  Immunfärbung  der  Astroglia 
durchgeführt. Dieser im Gehirn dominierend vorhandene Zelltyp reagiert ex‐


















hämatogener Makrophagen  in  das  geschädigte Gewebe  nach  einem  experi‐
mentellen  Schlaganfall. Hierzu wurde  bei  je  16 MCP‐1+/+‐  und  16 MCP‐1‐/‐‐
Mäusen eine transiente fokale zerebrale Ischämie erzeugt und  jeweils 4 Tiere 
je Gruppe zu unterschiedlichen Zeitpunkten (1 Tag, 2 Tage, 4 Tage und 7 Tage 



























~ 0,64 mm)  entnommen und mit dem  für Mikroglia  / Makrophagen‐spezifi‐
schen F4/80‐Antikörper gefärbt. Zur Detektion des Antikörpers wurde Alexa‐




Da  die  untersuchten  Tiere  GFP‐transgenes  Knochenmark  erhalten  haben, 
exprimierten alle hämatogenen Zellen das grün‐fluoreszierende Protein und 
leuchteten  grün  (488  nm).  Somit  war  es  möglich,  zwischen  residenter 








1+/+‐Tier,  sieben  Tage  postischämisch).  Zahlreiche  F4/80+‐Zellen  sowie  immigrierte  GFP+‐
Zellen  finden sich in dem infarzierten Gewebe. G‐I: Immunfärbung eines MCP‐1‐/‐‐Tieres (7 










tivierung  residenter Mikroglia  nach  transienter  fokaler  Ischämie  untersucht 
werden. Dazu wurden je Gruppe (MCP‐1+/+ und MCP‐1‐/‐) 20 Tiere untersucht. 
Jeweils vier Tiere wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten  (0 Tage = Kon‐
trolle,  1 Tag,  2 Tage, 4 Tage und  7 Tage) nach Schlaganfall perfundiert, die 
Gehirne mit einem Kryostaten geschnitten, ein Gefrierschnitt aus der Zielebe‐


































ne Woche  nach  erfolgtem  Schlaganfall wurden  in  der MCP‐1+/+‐Gruppe  im 























Da  hämatogene  Zellen  zusätzlich  das  grün‐fluoreszierende  Protein  (GFP) 
exprimieren, wurden alle Zellen, die sowohl F4/80+ als auch GFP+ waren, als 






Abbildung  3.10: Auszählung der  immigrierten hämatogenen Makrophagen  innerhalb des 
infarzierten Areals  zu  unterschiedliche Zeitpunkten  nach  fokaler  transienter  zerebraler  I‐
schämie in MCP‐1+/+‐ und MCP‐1‐/‐‐Mäusen. Kontrolltiere (Tag 0) ohne Schlaganfall. Die Zah‐





Makrophagen/mm²  (MCP‐1+/+) und  3  ±  4,77  hämatogene Makrophagen/mm² 
bei den MCP‐1‐/‐‐Mäusen gezählt werden. Einen Tag nach zerebraler Ischämie 




MCP‐1‐/‐‐Tieren  im  Vergleich  zum  Vortag  unverändert  (31,15  ±  40,15  Zel‐
len/mm²). Bei den MCP‐1+/+‐Mäusen kam es zwischen Tag 1 und Tag 2 zu ei‐
nem  weiteren,  im  Vergleich  zu  den  MCP‐1‐/‐‐Tieren,  signifikant  höheren 





























~ 0,64 mm)  entnommen und mit dem  für neutrophile Granulozyten  spezifi‐
schen 7/4‐Antikörper gefärbt (Abb. 3.11). Zur Detektion des Antikörpers wur‐








gen  zeigen Ausschnitte  infarzierten Gewebes  zu  unterschiedlichen Zeitpunkten. A‐C:  Im‐
munfärbung  auf  einem  Gefrierschnitt  24  Stunden  nach  Schlaganfall.  Deutlich  sind 





































MCP‐1+/+‐Gruppe wurden  156,90  ±  91,66  Zellen/mm²  gezählt. Auch  bei  den 
MCP‐1‐/‐‐Tieren wurde die maximale Anzahl  neutrophiler Granulozyten  ge‐
zählt.  Jedoch  lag  dieser Wert mit  58,90  ±  39,86 Zellen/mm²  signifikant  (p  < 
0,001) unter dem der MCP‐1+/+‐Mäuse. 
Eine Woche nach erfolgtem Schlaganfall ging die Anzahl neutrophiler Granu‐
lozyten  in  beiden Gruppen  zurück. Bei den MCP‐1+/+‐Mäusen wurden  noch 
155,90 ± 44,13 Zellen/mm² gezählt. Die MCP‐1‐/‐‐Tiere zeigten auch an Tag 7 
einen  signifikant niedrigeren Wert  (p  <  0,001) mit  20,45  ±  9,75 neutrophilen 
Granulozyten/mm². 
 
In den  kontralateralen Hemisphären  beider Gruppen  konnten  zu  allen  fünf 










































































postoperative  Immigration  von Neuroblasten  in  das Corpus Callosum  unter‐
sucht werden. Dazu wurde von jedem Tier und jedem Zeitpunkt beider unter‐









Abbildung  3.14:  Immunhistochemische Neuroblastenfärbung mit  dem  für  diesen Zelltyp 
spezifischen Antikörper DCX. Dargestellt  ist  ein Ausschnitt der  ipsilateralen Hemisphäre 
eines MCP‐1+/+‐Tiers  zwei  Tage  nach  zerebraler  Ischämie. Deutlich  sind  die  aus  der  sub‐





































terschiedliche  Zeitpunkten  nach  transienter  fokaler  zerebraler  Ischämie  in MCP‐1+/+‐  und 
MCP‐1‐/‐‐Mäusen. Kontrolltiere  (Tag 0) ohne Schlaganfall. Die Zahlen ergaben sich aus den 
Mittelwerten von je zwei ipsilateralen Arealen des Corpus Callosum pro Tier. Dargestellt sind 














Abbildung  3.16:  Beispielaufnahmen  immunhistochemischer  Neuroblastenfärbungen  mit 
dem  für  diesen  Zelltyp  spezifischen  DCX‐Antikörper.  A‐D:  Immunhistochemische  Neu‐
roblastenfärbung  innerhalb des  infarzierten Areals eines MCP‐1‐/‐‐Tieres 4 Tage nach zere‐
braler Ischämie. Deutlich sind die in das geschädigte Areal immigrierten Neuroblasten (rot, 













Sowohl MCP‐1+/+‐  als  auch MCP‐1‐/‐‐Tiere  zeigten  ohne  Schlaganfall  in  dem 








Zwei  Tage  postoperativ  verdoppelte  sich  die  Anzahl  immigrierter  Neu‐
roblasten  in beiden Gruppen. Bei den MCP‐1+/+‐Tieren wurden 198,58 ± 28,89 










Anzahl  der Neuroblasten  im  infarzierten Areal  der MCP‐1‐/‐‐Mäuse  lag mit 
400,35 ± 49,11 Zellen/mm² auf ähnlichen Niveau wie das der MCP‐1+/+‐Gruppe.  
 







Abbildung  3.17:  Statistische Auswertung  der  in  das  infarzierte Areal  immigrierten Neu‐











togenen  Ursprungs  ist.  Dazu  wurden  die  immunhistochemisch  gefärbten 
Schnitte  aller Gruppen und Zeitpunkte nach vorhanden DCX‐positiven Zel‐
len, die das grün‐fluoreszierende Protein exprimieren, untersucht  (Abb. 3.16 
A‐I).  Zu  keinem  Zeitpunkt  konnte  sowohl  in  MCP‐1+/+‐  als  auch  MCP‐1‐/‐‐ 
Mäusen eine Kolokalisation von DCX‐positiven Zellen mit GFP‐positiven Zel‐



















Jeweils  vier MCP‐1+/+‐  und MCP‐1‐/‐‐Tiere wurden  drei Monate  nach  Trans‐
plantation  GFP‐transgenen  Knochenmarks  perfundiert.  Von  diesen  nicht‐





























Abbildung  3.19:  Statistische  Auswertung  des  Turn‐Over  meningealer  Makrophagen  drei 
Monate nach Transplantation GFP‐transgenen Knochenmarks. Die Zahlen ergaben sich der 
Auszählung F4/80+ sowie GFP / GFP+ ‐Zellen innerhalb der Meningen beider Hemisphären. 
















Bei  den  MCP‐1+/+‐Mäusen  wurden  47,38  ±  14,31  F4/80+‐  und  GFP‐‐peri‐





















Diese  Versuchsreihe  diente  zu  Aufklärung  der  molekularbiologischen  Zu‐
sammenhänge zwischen der Expression von MCP‐1 und der Expression von 































Die  Bestimmung  der  RNA‐Qualität  wurde  mit  der  Agilent  Bioanalyzer‐































































tenen  mRNA  mittels  eines  reverse‐Transkriptionskits  (Quantitect  reverse‐
Transkriptions‐kit,  Qiagen)  für  die  folgenden  Expressionsstudien  in  ein‐
zelsträngige cDNA umgeschrieben.  
 








































Somit  konnte  auch  bei den Negativkontrollen  von  einer  korrekten  reversen 






Da  es  keine  kommerziell  erhältlichen Primer  oder Primersequenzen  für Ex‐
pressionsstudien  der  Protein‐Histidin‐Phosphatase‐1  (PHP)  gab, musste  für 
diese  Untersuchung  ein  spezifisches  Primerpaar  gefunden  werden.  Dazu 
wurde unter Zuhilfenahme der DNA‐Sequenzen der murinen PHP‐1 mittels 
der  Software  „Primer3“  je  ein,  das  PHP‐1‐Gen  flankierender  Primer  (PHPf, 








nomischer  DNA  ein  Fragment  der  Größe  von  150  Basenpaaren  generiert, 










Die  Temperaturgradienten‐PCR  genomischer  DNA  mit  dem  Primerpaar  








Primeranlagerung  an  genomische  DNA  während  der  PCR  weitestgehend 
ausgeschlossen werden. 
 



























MCP‐1  zu  einem  veränderten  Expressionsmuster  ausgewählter  Gene  (Tab. 























Als  Referenz  wurden  je  drei  generierte  MCP‐1+/+‐  und  MCP‐1‐/‐‐cDNA‐
Bibliotheken (ohne Schlaganfall) aus den drei definierten Arealen eingesetzt. 













Amplikonlänge  entsprechende  Schmelztemperatur  erreicht  ist,  beginnen die 
amplifizierten  doppelsträngigen  DNA‐Moleküle  zu  einzelsträngiger  DNA 
aufzuschmelzen. Dabei nimmt die gemessene Fluoreszenz mit zunehmender 
Konzentration einzelsträngiger DNA ab (Abb. 3.29).  

























die  Bande mit  der  zu  erwartenden  Fragmentlänge.  Somit  konnte  von  einer 








































Cortex         
IL‐1β  +0.522  0.571  0,995  ‐ 
TNF‐1  +7.016  8,895  0,083  ‐ 
IL‐6  +4,458  5,012  0,412  ‐ 
G‐CSF  +11.463  8.836  0,001  hoch reguliert *** 
V‐CAM  ‐0.892  0.242  0,980  ‐ 
TIMP‐1  +2.518  2.451  0,825  ‐ 
MMP‐9  ‐0.038  0.035  1,000  ‐ 
PHP  ‐2.695  0.056  0,759  ‐ 
PPAR‐γ  ‐3.870  0.017  0,541  ‐ 
Infarkt         
IL‐1β  +3.781  2.310  0,284  ‐ 
TNF‐1  +8.566  5.004  0,001  hoch reguliert *** 
IL‐6  +3.210  2.304  0,542  ‐ 
G‐CSF  +8.500  5.572  0,001  hoch reguliert *** 
V‐CAM  ‐0.527  0.123  0,996  ‐ 
TIMP‐1  +1.557  0.964  0,924  ‐ 
MMP‐9  ‐0.579  0.154  0,987  ‐ 
PHP  ‐3.352  0.015  0,480  ‐ 
PPAR‐γ  ‐3.858  0.012  0,362  ‐ 
Kontralateral         
IL‐1β  ‐1.926  0.086  0,219  ‐ 
TNF‐1  +3.257  1.620  0,001  hoch reguliert *** 
IL‐6  ‐4.123  0.006  0,015  herunter reguliert ** 
G‐CSF  +6.310  5.895  0,001  hoch reguliert *** 
V‐CAM  ‐2.448  0.040  0,074  ‐ 
TIMP‐1  +0.492  0.303  0,808  ‐ 
MMP‐9  ‐2.343  0.037  0,083  ‐ 
PHP  ‐4.424  0.003  0,011  herunter reguliert ** 






Im  cortikalen Areal waren TNF‐1  (+7,016  ±  8,895‐fach),  IL‐6  (+4,458  ±  5,012‐
fach) und G‐SCF (+11,463 ± 8,836‐fach, signifikant p < 0,001) höher exprimiert 
als  in MCP‐1+/+‐Tieren ohne  Schlaganfall. Der Matrix‐Metalloprotease‐Inhibi‐
tor‐1  (TIMP‐1) war um den Faktor  +2,518  ±  2,415‐fach höher  exprimiert.  Im 





fach), TNF‐1  (+8,566 ± 5,004‐fach,  signifikant p < 0,001),  IL‐6  (+3,210 ± 2,304‐
fach) und G‐CSF (+8,500 ± 5,572‐fach, signifikant p < 0,001) detektiert werden. 
Der Matrixmetalloprotease‐Inhibitor‐1 war um den Faktor +1,557 ± 0,964‐fach 














für  jede  Probe  individuell  ermittelten  CT‐Wert  des Haushaltsgens  GAPDH 
subtrahiert. Die daraus ermittelten ΔCT‐Werte  jedes  fraglichen Gens wurden 
mit  den  analogen  ΔCT‐Werten  der  Kontrollproben  aus  Tieren  ohne  Infarkt 
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zerebraler  Ischämie  in Relation  zu MCP‐1‐/‐‐Tieren ohne Schlaganfall. Dargestellt  sind die 










Cortex         
IL‐1β  +0.400  0.367  0,871  ‐ 
TNF‐1  +5.911  5.126  0,012  hoch reguliert * 
IL‐6  ‐0.431  0.177  0,900  ‐ 
G‐CSF  +6.010  3.585  0,004  hoch reguliert ** 
V‐CAM  ‐1.169  0.159  0,564  ‐ 
TIMP‐1  +0.765  0.491  0,754  ‐ 
MMP‐9  ‐1.351  0.144  0,479  ‐ 
PHP  ‐3.649  0.015  0,001  herunter reguliert *** 
PPAR‐γ  ‐1.916  0.102  0,202  ‐ 
Infarkt         
IL‐1β  +1.812  1.015  0,224  ‐ 
TNF‐1  +7.957  5.288  0,001  hoch reguliert *** 
IL‐6  +0.918  0.415  0,812  ‐ 
G‐CSF  +10.333  7.633  0,001  hoch reguliert *** 
V‐CAM  ‐0.284  0.097  0,949  ‐ 
TIMP‐1  ‐0.762  0.156  0,778  ‐ 
MMP‐9  ‐1.978  0.068  0,232  ‐ 
PHP  ‐3.838  0.009  0,038  herunter reguliert * 
PPAR‐γ  ‐2.622  0.033  0,121  ‐ 
Kontralateral         
IL‐1β  ‐2.150  0.067  0,055  ‐ 
TNF‐1  +2.133  1.895  0,139  ‐ 
IL‐6  ‐4.685  0.004  0,001  herunter reguliert *** 
G‐CSF  +2.617  1.968  0,209  ‐ 
V‐CAM  ‐1.811  0.081  0,102  ‐ 
TIMP‐1  ‐2.039  0.066  0,058  ‐ 
MMP‐9  ‐2.440  0.041  0,009  herunter reguliert ** 
PHP  ‐4.533  0.004  0,001  herunter reguliert *** 
PPAR‐γ  ‐4.792  0.003  0,001  herunter reguliert *** 
 
In MCP‐1‐/‐‐Mäusen wurden 12 Stunden nach zerebraler Ischämie im ipsilate‐























Für  den  direkten Vergleich  der  postischämischen  Expression  der  fraglichen 
Gene  in MCP‐1+/+‐  und MCP‐1‐/‐‐Mäusen wurden  zunächst  die  gemessenen  
CT‐Werte  jedes MCP‐1‐/‐‐cDNA‐Transkripts von dem für  jede Probe individu‐
ell  ermittelten  CT‐Wert  des Haushaltsgens GAPDH  subtrahiert. Die  daraus 
ermittelten  ΔCT‐Werte wurden mit den  analogen  ΔCT‐Werten der MCP‐1+/+‐ 
Proben  verglichen  und  das mathematische Verhältnis  errechnet. Die  ΔΔCT‐
Werte wurden statistisch ausgewertet und grafisch als x‐fache Expression  im 


















Cortex         
IL‐1β  ‐1.342  0.234  0,982  ‐ 
TNF‐1  +0.349  0.457  0,985  ‐ 
IL‐6  ‐3.637  0.019  0,740  ‐ 
G‐CSF  ‐3.914  0.014  0,584  ‐ 
V‐CAM  ‐0.171  0.132  1,000  ‐ 
TIMP‐1  ‐1.766  0.154  0,979  ‐ 
MMP‐9  ‐0.651  0.269  0,999  ‐ 
PHP  ‐0.540  0.232  1,000  ‐ 
PPAR‐γ  +1.252  1.233  0,962  ‐ 
Infarkt         
IL‐1β  ‐2.463  0.057  0,467  ‐ 
TNF‐1  ‐0.831  0.190  0,968  ‐ 
IL‐6  ‐1.757  0.119  0,774  ‐ 
G‐CSF  ‐1.264  0.161  0,921  ‐ 
V‐CAM  ‐0.050  0.027  1,000  ‐ 
TIMP‐1  ‐2.578  0.053  0,426  ‐ 
MMP‐9  ‐1.380  0.149  0,898  ‐ 
PHP  ‐0.637  0.166  0,993  ‐ 
PPAR‐γ  +0.523  0.397  0,966  ‐ 
Kontralateral         
IL‐1β  ‐0.907  0.165  0,765  ‐ 
TNF‐1  ‐1.085  0.143  0,706  ‐ 
IL‐6  ‐0.917  0.156  0,760  ‐ 
G‐CSF  ‐0.838  0.261  0,718  ‐ 
V‐CAM  +0.155  0.085  0,979  ‐ 
TIMP‐1  ‐2.054  0.083  0,289  ‐ 
MMP‐9  ‐0.041  0.019  0,996  ‐ 
PHP  ‐0.561  0.123  0,955  ‐ 





troffenen  Gruppen  zeigte  bei  den MCP‐1‐/‐‐Mäusen  insbesondere  innerhalb 
der inflammatorischen Genen eine verringerte Transkriptkonzentration.  
Im  cortikalen Areal waren  sowohl  IL‐1β  (‐1,342 ± 0,234‐fach),    IL‐6  (‐3,637 ± 
0,019‐fach), G‐CSF (‐3,914 ± 0,014‐fach) als auch TIMP‐1 (‐1,766 ± 0,154‐fach) in 








Matrix modulierenden  Proteinen  TIMP‐1  (‐2,578  ±  0,053‐fach)  und MMP‐9  





ne  insgesamt  abgeschwächte  inflammatorische Reaktion beobachtet werden. 

































Cortex         
IL‐1β  ‐1.072  0.211  0,686  ‐ 
TNF‐1  +1.599  1.226  0,533  ‐ 
IL‐6  +1.400  1.476  0,586  ‐ 
G‐CSF  +0.010  0.779  0,521  ‐ 
V‐CAM  +0.254  0.151  0,989  ‐ 
TIMP‐1  +0.135  0.072  0,996  ‐ 
MMP‐9  +0.810  0.489  0,898  ‐ 
PHP  +0.718  0.362  1,000  ‐ 
PPAR‐γ  ‐0.554  0.175  0,826  ‐ 
Infarkt         
IL‐1β  ‐0.438  0.106  0,509  ‐ 
TNF‐1  ‐0.063  0.030  0,924  ‐ 
IL‐6  +0.405  0.113  0,419  ‐ 
G‐CSF  +0.012  0,009  1,000  ‐ 
V‐CAM  ‐0.437  0.083  0,412  ‐ 
TIMP‐1  ‐0.055  0.026  0,967  ‐ 
MMP‐9  +0.173  0.059  0,759  ‐ 
PHP  ‐0.043  0.009  0,971  ‐ 
PPAR‐γ  ‐0.326  0.073  0,538  ‐ 
Kontralateral         
IL‐1β  +0.173  0.113  0,820  ‐ 
TNF‐1  +0.039  0.032  0,990  ‐ 
IL‐6  ‐0.355  0.080  0,410  ‐ 
G‐CSF  +0,012  0,011  0,160  ‐ 
V‐CAM  +0.122  0.062  0,940  ‐ 
TIMP‐1  +0.477  0.208  0,370  ‐ 
MMP‐9  +0.056  0.024  0,900  ‐ 
PHP  ‐0.452  0.087  0,330  ‐ 




Bei  gesunden  MCP‐1‐/‐‐Tieren  konnte  im  direkten  Vergleich  lediglich  eine 
leicht erhöhte Expression der Gene  für TNF‐1  (+1,599 ± 1,226‐fach) und  IL‐6 
(+1,400  ±  1,476‐fach)  im  kortikalen  Areal  ermittelt  werden.  Für  das  IL‐1β‐
Transkript  fand  sich  in den MCP‐1‐/‐‐Mäusen eine  leicht verringerte Kopien‐







Nach  transienter  zerebraler  Ischämie  kommt  es,  im Vergleich  zu MCP‐1+/+‐
Tieren,  in  MCP‐1‐/‐‐Tieren  zu  einem  verminderten  Einstrom  hämatogener 
Makrophagen, neutrophiler Granulozyten und T‐Zellen. Diese Versuchsreihe 
sollte  zeigen,  ob  die Ursache  hierfür  u.  a.  eine  unterschiedlich  ausgeprägte 
postischämische  Disruption  der  Bluthirnschranke  ist.  Dazu  wurde  je  fünf 
MCP‐1+/+‐ und MCP‐1‐/‐‐Mäuse 12 Stunden nach transienter fokaler zerebraler  
Ischämie  ein mit  dem  Fluoreszenzfarbstoff  FITC  (Fluoreszeinisothiocyanat) 
konjugiertes Albumin intravenös appliziert. Bei Mäusen ohne Schlaganfall ist 
FITC‐Albumin  nicht  Bluthirnschranken  gängig.  Kommt  es  nach  zerebraler  
Ischämie zu einer Umstrukturierung der Bluthirnschrankenproteine und Dis‐
ruption  des  Gefäßendothels  tritt  FITC‐Albumin  in  das  Gehirnparenchym  









Eine Möglichkeit  zur  Konzentrationsbestimmung  des  intrazerebralen  FITC‐
Albumins ist die densitometrische Analyse. Dazu wurden von jeder ipsilatera‐
len Hemisphäre sechs Areale innerhalb des infarzierten Areals mit einem Flu‐

















halb des  infarzierten Areals  eines MCP‐1‐/‐‐Tieres  12  Stunden nach  zerebraler  Ischämie. B: 
Derselbe  Ausschnitt  nach  Umrechnung  in  eine  Binärgrafik.  C:  Dreidimensionales 
Histogramm von Abbildung A. Dargestellt sind alle Pixel der Aufnahme in einem Koordina‐
tensystem. Dabei entspricht die Höhe der Pixelausschläge der jeweiligen Fluoreszenzintensi‐
tät. D: Ausschnitt des FITC‐Albumin‐Signals  innerhalb des  infarzierten Areals  eines MCP‐






0,25  ermittelt werden  (Abb.  3.36). Damit  lag das  ipsilaterale FITC‐Albumin‐
Signal bei den MCP‐1‐/‐‐Mäusen signifikant (p < 0,001) über dem der MCP‐1+/+‐
Tiere.  Hierbei  zeigte  sich  morphologisch  eine  mögliche  Kolokalisation  mit 
Blutgefäßen. Somit konnte durch die densitometrische Auswertung keine zu‐






Abb.  3.35:  Statistische Auswertung des densitometrisch  ermittelten  FITC‐Albumin‐Gehalts 
12 Stunden nach zerebraler  Ischämie  in MCP‐1‐/‐‐ und MCP‐1+/+‐Tieren. Die Zahlen ergaben 




























FITC‐Albumin Konzentration  von  38,59  ±  4,9  ng/mg  und  bei  den MCP‐1‐/‐‐
Mäusen 24,54 ± 5,82 ng/mg gemessen. Auch hier konnte zwar ein geringfügi‐




hirnparenchym  nachgewiesen werden. Dabei  konnte  im Gehirngewebe  der 









sowie Umstrukturierungen der  tight‐Junction‐Proteine  zu  Schädigungen und 







Da  die  densitometrische  Auswertung  der  Bluthirnschrankenintegrität  in 
MCP‐1+/+‐ und MCP‐1‐/‐‐Mäusen Hinweise  auf  eine Kolokalisation des FITC‐
Signals mit Blutgefäßen gab, wurde zur Verifizierung eine immunhistochemi‐




















terschied  zwischen MCP‐1‐/‐‐  und MCP‐1+/+‐Tieren.  Auch  in  dieser  Analyse 





















MCP‐1‐/‐‐Mäusen und den MCP‐1+/+‐Tieren  (Abb.  I +  J). Messbalken A‐H = 50 μm.  I +  J = 10 
μm. Zellkerne blau (DAPI) 
 
Der  morphologischer  Vergleich  des  ZO‐1‐Signals  zwischen  MCP‐1+/+‐  und 
MCP‐1‐/‐‐Mäusen 12 Stunden postoperativ zeigte deutliche Unterschiede zwi‐









Das  sich  durch  seine  vier  transmembranen  Dömanen  auszeichende  tight‐




von  Occludin  sollte  einen  Hinweis  auf mögliche  differenzielle  strukturelle 




kenintegrität.  A‐D:  Occludin‐1‐Färbung  und  FITC‐Kolokalisation  auf  einem  MCP‐1‐/‐‐





















Neben  zahlreichen pathophysiologischen Mechanismen  bei der  Schadenent‐
wicklung hat die postischämische Inflammation eine große Bedeutung in der 
Schlaganfallforschung (Samson et al., 2005; Chamorro et al., 2006). 
Minuten  nach dem Verschluss  eines Gehirngefäßes  kommt  es durch  Sauer‐
stoff‐ und Glukosemangel  zu  einem Absterben  von Neuronen.  Im weiteren 
Verlauf  werden  u.a.  residente  Mikroglia  aktiviert  und  hämatogene  Zellen 








In  Experimenten mit  verschiedenen  Tier‐  und  Schlaganfallmodellen  konnte 
die zentrale Rolle des Chemokins MCP‐1 bei der Entwicklung des postischä‐
mischen  Schadens  bereits  nachgewiesen werden. Nach  zerebraler  Ischämie 
exprimieren  sowohl Neurone  als  auch Astrozyten MCP‐1  (Che  et  al.,  2001). 








CCR‐2  defizient  sind,  einen  reduzierten  postischämischen  Makrophage‐




rung  sowie  der  Chemoattraktion  hämatogener  Zellen  (Kumai  et  al.,  2004; 
Denker et al., 2007). Da aktivierte residente Mikrogliazellen sowohl morpho‐
logisch  als  auch  immunhistochemisch  nicht  von  immigrierten  hämatogenen 





den  Einstrom  hämatogener  Makrophagen  und  die  Aktivierung  residenter 
Mikroglia differenziert zu untersuchen.  
 
Neben  der  quantitativen Analyse  der Mikrogliaaktivierung  und Makropha‐
genrekrutierung wurde  außerdem  die  postischämische  neurologische  Erho‐
lung, die Migration  neutrophiler Granulozyten, T‐Zellen und Neuroblasten, 
ein  möglicher  differenzieller  Verlust  der  Bluthirnschrankenintegrität,  der 
Turn‐Over perivaskulärer und meningealer Makrophagen sowie die Expressi‐









holung  zu  erfassen,  wurde  sowohl  von  den  MCP‐1+/+‐  als  auch  von  den  










Als  allgemeiner  Indikator  für den Gesundheitszustand der Tiere wurde  zu‐
sätzlich die postischämische Entwicklung des Körpergewichts herangezogen. 
Hierbei  stellte  sich heraus, dass die MCP‐1‐/‐‐Mäuse zu Beginn der Untersu‐
chung  ein  geringeres Gewicht hatten  als die Tiere der Kontrollgruppen.  Im 
Verlauf  der Untersuchung  zeigte  sich  bei  den Mäusen  beider Gruppen  ein 
Gewichtsverlust, jedoch war dieser bei den MCP‐1‐/‐‐Tieren weniger stark aus‐
geprägt.  























Nach  30‐minütiger  fokaler  Ischämie  zeigten  die MCP‐1‐/‐‐Mäuse  zwei  Tage 

















eine  immunhistochemische Neuronenfärbung  zur Verifizierung  der  korrekt 




Bei  der  Begutachtung  der  gefärbten Gefrierschnitte  beider Gruppen  konnte 
ein ausgeprägter Untergang von Neuronen  innerhalb des  ipsilateralen Stria‐
tums  beobachtet werden.  Ein  Vergleich  des  Fluoreszenzsignals  zeigte  zwi‐










korrekt  durchgeführten  Operation  eine  immunhistochemische  Färbung  des 


















Rolle. Bis heute  ist  jedoch nicht geklärt, welche Aufgabe der  jeweiligen Zell‐
population  zuteil  ist.  In verschiedenen Arbeiten werden Mikrogliazellen  so‐
wohl neuroprotektive (Stoll et al., 2002; Streit et al., 2002; Hailer, 2008) als auch 
zyto‐  und  neurotoxische  Eigenschaften  (Kreutzberg,  1996;  Stoll  et  al.,  2002; 




die  Aktivierung  residenter  Mikroglia  und  die  Rekrutierung  hämatogener 
Makrophagen zu untersuchen. 
Durch  die  Generierung  GFP‐transgener  knochenmarkchimärer  MCP‐1‐









Nach  zerebraler  Ischämie  reagieren  Mikrogliazellen,  die  residenten 













reagiert. Dabei  konnte  zu  diesem  frühen Zeitpunkt  zwischen  den MCP‐1‐/‐‐ 
und den MCP‐1+/+‐Tieren kein quantitativer Unterschied  festgestellt werden. 
Nach vier Tagen wurde bei den MCP‐1+/+‐Mäusen die maximale Anzahl akti‐
vierter Mikrogliazellen  gezählt.  Bei  den MCP‐1‐/‐‐Tieren  lag  die Anzahl  des 
fraglichen Zelltyps zu diesem Zeitpunkt  signifikant niedriger  (p < 0,01) und 
erreichte das Maximum  aktiver Mikrogliazellen  erst  an Tag  sieben. Bei den 
MCP‐1+/+‐Mäusen war die Anzahl aktiver Mikroglia an Tag sieben bereits wie‐
der  rückläufig  und  lag  signifikant  (p  <  0,01)  niedriger  als  in  der MCP‐1‐/‐‐
Gruppe.  
Offensichtlich hat das Chemokin MCP‐1 in unserem Modell einen geringfügi‐
gen  Effekt  auf  die  Aktivierung  und  Proliferation  residenter  Mikroglia.  





Entgegen  der  Erwartungen  konnte  an  Tag  sieben  postoperativ  bei  den  
MCP‐1‐/‐‐Tieren eine weitere Zunahme der Anzahl aktivierter Mikroglia  fest‐
gestellt werden.  Eine mögliche  Erklärung wäre,  dass  der  verminderte  Ein‐
strom hämatogener Makrophagen bei den MCP‐1‐/‐‐Tieren in einer Kompensa‐
tion durch vermehrte Mikrogliaproliferation resultiert.  
Da  innerhalb  der  ersten  fünf  postoperativen  Tage  kein Unterschied  bei  der 
neurologischen Erholung zwischen MCP‐1‐/‐‐ und den MCP‐1+/+‐Tieren nach‐
gewiesen  werden  konnte  und  erst  nach  vier  Tagen  ein  Unterschied  der 









gene  Makrophagen  aus  dem  Blutgefäßsystem  durch  die  Bluthirnschranke 
hindurch  in das geschädigte Gehirngewebe. Dabei  folgen diese Zellen einem 





murinen  ZNS  reduzierten  Makrophageneinstrom  und  eine  verminderte 

















Ein  anderer Mechanismus  der  postischämischen Makrophagenrekrutierung 
wird von Ge  et al.  (2008) vorgeschlagen. So wird postuliert, dass abluminal 
von Astrozyten und Neuronen exprimiertes MCP‐1 über einen Caveolin ab‐









gleich  zu der Aktivierung  residenter Mikroglia, die  verzögerte  Immigration 
hämatogener Makrophagen bereits dargestellt werden  (Schilling et al., 2003). 





















Neutrophile Granulozyten  gehören  zu  der  Population  hämatogener  Zellen, 
die  zu  sehr  frühen postischämischen Zeitpunkten  aus dem Blutgefäßsystem 
durch die Bluthirnschranke  hindurch  ins das  infarzierte Areal  immigrieren. 
Bereits 24 Stunden postoperativ konnten neutrophile Granulozyten im ipsila‐
teralen  Gehirnparenchym  GFP‐transgener  knochenmarkchimärer  Wildtyp‐
mäuse nachgewiesen werden (Schilling et al., 2003).  
Die postischämische Expression inbesondere der Chemokine CINC‐1 (Cytoki‐
ne‐Induced  Neutrophil  Chemoattractant‐,  auch  Interleukin  8)  und  G‐CSF 
(Granulocyte‐Colony  Stimulating  Factor) durch  geschädigte Neurone  rekru‐
tiert neutrophile Granulozyten in das infarzierte Areal (Yamasaki et al., 1995; 




chungen  der Mikrozirkulation  führen  könnte  und  damit  in  einer weiteren 
Vergrößerung des Schadens resultiert (Stoll et al., 1998).  
Zusätzlich  könnte  die  Expression  zytotoxischer  Proteine  durch  immigrierte 
neutrophile Granulozyten zu einer verzögerten Schädigung des Gehirnparen‐
chyms  führen. In verschiedenen Krankheitsmodellen konnte gezeigt werden, 
dass  eine  Inhibition  der Neutrophilenmigration  zu  einer  Verbesserung  des 
Krankheitsbildes  führt  (Mukaida et al., 1998; Hisao et al. 2007).  In einer 173 
Schlaganfallpatienten umfassenden Studie wurde nachgewiesen, dass die An‐
zahl der peripheren hämatogenen Zellen, insbesondere der neutrophilen Gra‐











Anzahl  immigrierter  neutrophiler Granulozyten. Zwei  Tage  (p  <  0,01),  vier 
Tage  (p < 0,001) und  sieben Tage  (p < 0,001) postischämisch konnte bei den 
MCP‐1‐/‐‐Tieren eine erheblich geringere Anzahl der fraglichen Zellen im ipsi‐
lateralen Striatum nachgewiesen werden.  
Da  neutrophile  Granulozyten  nicht  den  für  MCP‐1  spezifischen  Rezeptor 
CCR‐2  exprimieren, müssen  sekundäre Mechanismen  für  deren  attenuierte 
Immigration verantwortlich sein. In einem  inflammatorischen Krankheitsmo‐
dell mit juvenilen Ratten wurde nachgewiesen, dass eine erhöhte Konzentrati‐






len Cortex  eine um den  Faktor  1,342 und  im  infarzierten  Striatum  eine um 
dem Faktor 2,463 reduzierte Expression von Interleukin‐1β nachweisen.  
Einen noch deutlicheren Effekt konnte bei der Expressionsanalyse des G‐CSF 
nachgewiesen  werden.  So  war  G‐CSF  im  zerebralen  Cortex  der  MCP‐1‐
defizienten Mäuse  im Vergleich zu den MCP‐1+/+‐Tieren um den Faktor 3,914 











insbesondere  von  immigrierten  Zellen  exprimiert wird. Wildtypmäuse,  die 
MMP‐9‐defizientes  Knochenmark  erhalten  haben,  zeigen  eine  geringere 
Krankheitsausprägung  (Gidday  et  al.,  2005);  MMP‐9‐defiziente  Mäuse  ein 
kleineres Infarktvolumen als die Wildtypkontrollen (Asahi et al., 2000).  
Unsere  Expressionsstudien  haben  gezeigt,  dass  12  Stunden  postischämisch 
sowohl in den MCP‐1‐/‐‐ als auch den MCP‐1+/+‐Tieren MMP‐9 in der ipsilatera‐
len Hemisphäre  nicht  herauf  reguliert  ist.  Sollten  neutrophile Granulozyten 











Hämatogenen  Lymphozyten  wird  neben  den  Leukozyten  und  residenten 
Mikrogliazellen eine zentrale Rolle bei der Entwicklung der postischämischen 
Schädigung  zuteil.  T‐Zellen  immigrieren  zu  späteren  Zeitpunkten  als 
neutrophile Granulozyten in das infarzierte Areal, kommunizieren mit MHC‐


















ßerdem  konnte  nachgewiesen werden,  dass  T‐Zellen  durch  die  Stimulation 
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mit TNF‐1  (Tumor‐Nekrose‐Faktor 1) und  IL‐6  (Interleukin 6) aktiviert wer‐
den (Boros et al., 2006).  
 





wurde  vier  Tage  postoperativ  eine  signifikant  (p  <  0,001)  geringere  T‐Zell‐
Anzahl  gezählt. Offenbar  führt  der Verlust  von MCP‐1  zu  einer  deutlichen 
Abschwächung der postischämischen T‐Zell‐Aktivierung.  Jedoch  zeigte  sich 
in beiden Gruppen  eine,  im Verhältnis zu den anderen  immunkompetenten 
Zellen, geringe Absolutzahl CD‐3‐postiver T‐Zellen.   












Im  gesunden  Gehirn  bewegen  sich  Neuroblasten  entlang  dem  rostralen 
Migrationsstrom (RMS, rostral migratory stream) in Richtung des Bulbus olfac‐
torius und differenzieren dort zu periglomerulären Neuronen (Doetsch et al., 
1997; García‐Verdugo  et al., 1998). Als Reaktion auf  eine zerebrale  Ischämie 
Diskussion 156
 




neuronale  Vorläuferzellen  (Neuroblasten)  in  das  infarzierte  Areal  geleitet 
werden,  um  dort  untergegangene Neurone  zu  ersetzen  (Zangh  et  al.,  2004; 
Yamashita et al., 2006).  
Als einer der zentralen Faktoren, die Neuroblasten dazu veranlassen,  in das 






der mittleren Gehirnarterie,  im Kontrast  zu den Ergebnissen  von Yan  et  al. 
(2007),  nur  geringe Unterschiede  in  der Anzahl  immigrierter Neuroblasten 
nachweisen. Zwei Tage postoperativ wurde bei den MCP‐1‐/‐‐Mäusen  inner‐







hirnarterie  resultiert  insbesondere  in  einer  Zunahme  nekrotischer  Prozesse 








So  kommen  andere  Studien  zu  dem  Ergebnis,  dass  neben  MCP‐1  weitere 










Die  Subgranulär‐  und  die  Subventrikularzonen  konnten  bereits  als  Quelle 
neuronaler  Stammzellen  im Nagetier,  Primaten  und Mensch  nachgewiesen 
werden (Suzuki et al., 2003; Jin et al., 2007). Als Reaktion auf eine Vielzahl pa‐
thologischer Veränderungen proliferieren diese Zellen und immigrieren in das 
entzündete  Gewebe.  Mit  Hilfe  der  GFP‐transgenen  knochenmarkchimären 
Tiere  sollte  eine mögliche  hämatogene Herkunft  neuronaler Vorläuferzellen 
im infarzierten Striatum sowie der Subventrikularzone dargestellt werden. Bei 










Perivaskuläre  und  meningeale  Makrophagen  finden  sich  in  den  Virchow‐
Robinschen Räumen der Meningen und Blutgefäße des Gehirns und  bilden 
zusammen mit Gefäßendothelzellen  und Astrozytenfortsätzen  die  Bluthirn‐
schranke aus (Hickey et al., 1988; Streit et al., 1993; Williams et al., 2001). Diese 
Zellpopulation hat  ihren Ursprung  im blutbildenden Knochenmark und un‐
terliegt  einem  regen  Austausch  durch  hämatogene  Monozyten  und 
Makrophagen.  
Meningeale und perivaskuläre Makrophagen regulieren die Aktivität der ge‐
fäßbildenden  Endothelzellen,  tragen  zur  postischämischen  Neoangiogenese 
bei,  exprimieren  inflammatorische  Faktoren  als  Reaktion  auf  pathologische 
Veränderungen innerhalb des Gehirns und steuern den mikrokapillären Blut‐
fluss durch Regulierung des Gefäßdurchmessers  (Bandopadhyay et al., 2001; 
Ramsauer et al., 2002; Pepiatt et al., 2006; Piquer-Gil et al., 2008).  
Da sowohl hämatogene Monozyten als auch Makrophagen den  für das Che‐
mokin MCP‐1  spezifischen Rezeptor CCR‐2  exprimieren,  sollte  geklärt wer‐
den,  ob  der  Turn‐Over  dieser  Zellpopulation  durch MCP‐1  reguliert  wird. 
Hierbei  stellte  sich heraus, dass das Fehlen von MCP‐1 keinen  signifikanten 
Einfluss  auf den Austausch perivaskulärer und meningealer Zellen  hat.  So‐
wohl in MCP‐1‐/‐‐ als auch MCP‐1+/+‐Tieren waren drei Monate nach durchge‐
führter Knochenmarktransplantation ca. 50 % der perivaskulären und menin‐
gealen Makrophagen GFP‐positiv  und  somit  erneuert.  Experimente  unserer 
Arbeitsgruppe mit knochenmarkchimären CCR‐2‐defizienten Mäusen zeigten 
ebenfalls im Vergleich zu der CCR‐2+/+‐Gruppe nach drei Monaten keinen Un‐
terschied  des  Turn‐Overs.  Interessanterweise  konnten  erste  Versuche  mit  
MCP‐1‐/‐ / CCR‐2‐/‐‐doppelt‐defizienten Chimären in unseren Laboren eine fast 
vollständige Blockade des Austausches  innerhalb  von drei Monaten  zeigen. 
Offensichtlich  kann  das  Fehlen  des  Liganden  oder  des Rezeptors  innerhalb 
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nach  einem  Schlaganfall  von Mikrogliazellen  exprimiert wird.  Zu  späteren 
postischämischen Zeitpunkten wurden außerdem Astrozyten und hämatoge‐
ne Monozyten als  IL‐1β‐Quelle  identifiziert  (Liu et al., 1993; Hillhouse et al., 
1998;  Pearson  et  al.,  1999). Verschiedene  experimentelle  Schlaganfallstudien 
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Bei den MCP‐1+/+‐Tieren konnte  im  infarzierten Areal ein Anstieg der  IL‐1β‐
Expression um den Faktor 3,781 nachgewiesen werden. Auf der kontralatera‐
len Hemisphäre wurde,  im Vergleich zu den MCP‐1+/+‐Mäusen ohne  Infarkt, 
hingegen  eine  1,926‐fach  niedrigere Konzentration  der  IL‐1β‐mRNA  gefun‐
den.  





Tage postischämisch  identifiziert worden  ist und MCP‐1  eine  zentrale Rolle 
bei  der  Regulation  von  Interleukin‐1β  zugeschrieben  wird,  könnte  in  der 
MCP‐1‐Defizienz  die  Ursache  für  die  verminderte  Expression  dieses  Gens 
durch Mikrogliazellen  liegen. Die  immunhistochemischen Analysen  zeigten, 
dass  aktivierte Mikroglia  bereits  nach  einem Tag  innerhalb des  infarzierten 
Areals zu finden ist. Da sich das Expressionsprofil von Interleukin‐1β mit dem 
Fluoreszenzsignal  aktivierter Mikroglia  jeweils  auf  das  ipsilaterale  Striatum 










toxische  Eigenschaften  zugesprochen  (Lambertsen  et  al.,  2007).  Astrozyten, 
Neurone, Mikrogliazellen und hämatogene Makrophagen sezernieren TNF‐1 





mit  auf  die  Schadenentwicklung  des  infarzierten Gewebes  hat.  Immigrierte 




Mäusen  eine  massive  Hochregulation  des  TNF‐1‐Gens.  Bei  den  MCP‐1‐/‐‐
Tieren wurde postischämisch  im  ipsilateralen Cortex eine 5,911‐fache;  im  in‐
farzierten Areal eine 7,957‐fache höhere Expression als in den MCP‐1‐/‐‐Tieren 
ohne Ischämie ermittelt. Die MCP‐1+/+‐Tiere zeigten im ipsilateralen Cortex ei‐
ne  7,016‐fache;  im  infarzierten Areal  eine  8,5‐fache  erhöhte  Expression  von 
TNF‐1 im Vergleich zu den MCP‐1+/+‐Tieren ohne Ischämie. Somit konnte kei‐














Entzündungsreaktion  modulierenden  Proteins  zugesprochen,  indem  es  die 
Expression weiterer inflammatorischer Proteine reguliert (Xing et al., 1998).  
Im Gegensatz  zu  Interleukin‐1β  und  Tumor‐Nekrose‐Faktor‐1 wird  der  Ex‐
pression  von  Interleukin‐6  sowohl  neuroprotektive  als  auch  neurotoxische 
Wirkung  zugeschrieben  (Van Wagoner  et  al.,  1999;  Suzuki  et  al.,  2000).  So 
führt  intraventrikuläre  Injektion  rekombinanten  IL‐6  zu  einer  Reduzierung 
des  Infarktvolumens  in  einem  an Ratten durchgeführten  Schlaganfallmodell 
(Loddick  et  al.,  1998).  In Mäusen, die das Zytokin  IL‐6 unter Kontrolle des 




Verschiedene  Studien  zeigten  bereits  einen Einfluss  von  Interleukin‐1β und 
Tumor‐Nekrose‐Faktor‐1 auf die Regulation des  Interleukin‐6  (Sawada et al., 




siert.  Bei  der  MCP‐1+/+‐Gruppe  konnte  im  ipsilateralen  Cortex  eine  IL‐6‐
Zunahme um den Faktor 4,458 ermittelt werden. Im  infarzierten Areal nahm 
die Konzentration der IL‐6‐mRNA um den Faktor 3,21 zu. Damit konnten die 
Ergebnisse  von  Suzuki  und Mitarbeitern,  die  eine  verstärkte  Zunahme  der  
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für  Interleukin‐1β  als  auch  Tumor‐Nekrose‐Faktor‐1  eine  verringerte  posti‐
schämische mRNA‐Konzentration  festgestellt. Da  diese  beiden  Proteine  be‐
reits als Regulatoren für die IL‐6‐Produktion identifiziert wurden, könnte eine 





zum  einen  darauf  hin,  dass  es  zu  einer  postischämischen  Kommunikation 
zwischen ipsilateraler‐ und kontralateraler Hemisphäre kommt, zum anderen, 
dass es weitere Signale geben muss, die die Expression von Interleukin‐6 steu‐
ern.  So wurde  IL‐1β  in  beiden untersuchten Gruppen postoperativ um den 









Der Granulozyten‐Kolonie  Stimulierender  Faktor  (G‐CSF) wurde  ursprüng‐
lich  als hämatopoetischer Wachstumsfaktor der myeloiden Zelllinie  identifi‐
















de  Expressionsuntersuchung  des  G‐CSF‐Transkripts  in  MCP‐1‐/‐‐  und  
MCP‐1+/+‐Tieren 12 Stunden postischämisch aufgeklärt werden. Hierbei zeigte 
sich, dass G‐CSF im Gehirn der MCP‐1+/+‐Tiere sowohl ipsi‐ als auch kontrala‐
















und  Il‐1β  induziert werden  kann  (Koeffler  et  al.,  1987;  Kaushansky  et  al., 
1988). Da bei den MCP‐1‐/‐‐Mäusen neben TNF‐1  insbesondere  IL‐1β  im Ver‐
gleich zu den MCP‐1+/+‐Tieren herunter  reguliert  ist, könnte dies  eine Erklä‐
rung für die attenuierte Expression von G‐CSF sein.  
Da  immigrierte hämatogene Zellen als zusätzliche Quelle  für pro‐ und anti‐

























ebenfalls, dass  eine Aktivierung  von PPAR‐γ  zu  einer  Inhibition der  IL‐1β, 















geringeren  postischämischen  Repression  der  PPAR‐γ‐Transkription. Da  die 
ermittelten Differenzen der PPAR‐γ‐Expression zwischen MCP‐1‐/‐‐ und MCP‐
1+/+‐Tieren  jedoch  sehr gering  sind, kann dies nicht die alleinige Ursache  für 









Homöostaseerhaltung  des  Gehirns  durch  Modellierung  der  extrazellulären 




na  können  Matrix‐Metalloproteasen  die  Bluthirnschrankenintegrität  stören 





kenproteins ZO‐1 und  eine geringere Durchlässigkeit  für Evans‐Blue  in das 
Gehirnparenchym  (Asahi et al., 2001). Da MCP‐1 ebenfalls als Faktor  für die 
postischämische Degradation der Bluthirnschranke diskutiert wird  (Stamato‐




Bei  der  vergleichenden  Analyse  der  MMP‐9‐Expression  konnte  bei  den  
MCP‐1‐/‐‐Tieren  eine  geringfügig  verminderte  Konzentration  der  fraglichen 
mRNA  gemessen werden.  Im  ipsilateralen  Cortex war MMP‐9  12  Stunden 
postischämisch um den Faktor 0,651 und im infarzierten Areal um den Faktor 
1,38  niedriger  reguliert  als  bei  den  MCP‐1+/+‐Tieren.  Damit  konnte  gezeigt 












loproteinases)  in  ihrer Aktivität  reguliert. Durch  nicht‐kovalente  Bindung  in‐
nerhalb  der  katalytischen  Domäne  können  TIMP‐Proteine  Matrix‐Metallo‐
proteasen blockieren (Brew et al., 2000). Dabei ist die ausgeglichene Aktivität 
beider Proteine von entscheidender Bedeutung für die Aufrechterhaltung der 




ke und  Induktion von apoptotischen Prozessen  in Neuronen  führt, wird als 
mögliche therapeutische Maßnahme nach einem Schlaganfall die Inhibierung 
von Matrixmetalloproteasen diskutiert (Cunningham et al., 2005; Gasche et al., 
2006).  In  Versuchen mit  TIMP‐1‐/‐‐Mäusen  konnte  nach  einer  30‐minütigen 
Okklusion der Arteria cerebri media 24 Stunden postischämisch eine Vergröße‐
rung des  ischämischen Schadens, eine Zunahme apoptotischer Zellen, ZO‐1‐




Zunahme  der  TIMP‐1‐Expression  12  Stunden  postischämisch  nachgewiesen 
werden.  Innerhalb  des  ipsilateralen Cortex wurde  TIMP‐1  im Vergleich  zu 
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rale  Rolle  bei  Rekrutierung  hämatogener  Leukozyten  durch  die  Bluthirn‐











einer  verminderten Rekrutierung  hämatogener Makrophagen  und Monozy‐


















der  interzellulären Kommunikation  sowie dem Zellwachstum  (Graves et al., 
1999). Zahlreiche Studien belegen, dass gestörte Proteinphosphorylierung eine 
Ursache  für u.a. neurologische Erkrankungen  ist.  (Dombradi et al., 2002; Be‐
sant  et  al.,  2005).  Vor  einigen  Jahren  konnte  mit  der  Protein‐Histidin‐











Astrozyten  exprimiert wird  (noch  unveröffentlicht).  Die  immunhistochemi‐
schen Untersuchungen  auf Gefrierschnitten  zeigten  zu  verschiedenen  post‐
operativen Zeitpunkten differente Profile des PHP‐1‐Signals. Daher sollte mit‐
tels qRT‐PCR untersucht werden, ob PHP‐1 durch postischämische Inflamma‐





Tieren konnte  im  ipsilateralen Cortex eine 2,695‐fache,  im  infarzierten Areal 
eine 3,352‐fache und im kontralateralen Striatum eine 4,424‐fache Regulierung 
gegenüber MCP‐1+/+‐Tieren ohne Schlaganfall ermittelt werden.  

























Ausbildung  eines  vasogenen  Gehirnödems  und  Immigration  hämatogener 
Zellen (Persidsky et al., 2006). Es werden zahlreiche Mechanismen diskutiert, 
die  zu  einer  pathologischen  Störung  der  Bluthirnschrankenintegrität  führen 
können. Dabei liegt der Fokus vor allem auf der strukturellen Reorganisation 
endothelialer tight‐junction‐Proteine (Garcia et al., 1995; Tsukamoto et al., 1999; 







MCP‐1 während  inflammatorischer  Prozesse  nicht  nur  einen Chemokingra‐







Darüber  hinaus  konnte  gezeigt  werden,  dass  ein  Anstieg  der  MCP‐1‐
Konzentration zu einer verstärkten postischämischen Ödemausbildung führt. 
Zwei bekannte  Isoformen der Proteinkinase C  (PKCα, PKCζ) werden durch 
MCP‐1  aktiviert  und  phosphorylieren  die  tight‐junction‐Proteine  ZO‐1  und 
Occludin, was  in einer Öffnung der Bluthirnschranke resultiert  (Stamtovic et 
al., 2005, Dimitrijevic et al., 2006, Lee et al., 2006).  
Die  Ergebnisse  dieser Arbeit  konnten  in‐vivo  zu  einem  frühen  postischämi‐
schen  Zeitpunkt  (12  Stunden)  eine Veränderung  der  Bluthirnschrankenper‐
meabilität bei MCP‐1‐/‐‐Mäusen gegenüber der MCP‐1+/+‐Gruppe bestätigen. So 




Überraschenderweise  zeigte  die  densitometrische Analyse  ein  gegenteiliges 
Ergebnis. Offensichtlich kommt es bei MCP‐1‐/‐‐Tieren zu einer massiven Ak‐
kumulation  des  FITC‐Albumins  innerhalb  der  Kapillarwände  oder  mögli‐
cherweise der Virchow‐Robin‐Räume. Dies könnte das bei der densitometri‐




FITC‐Albumins  innerhalb  der Kapillaren  der MCP‐1‐/‐‐Tiere möglicherweise 
zu  Verfälschungen  führt.  So  könnte  in  das Gehirnparenchym  diffundiertes 
FITC‐Albumin in seiner Signalintensität unterhalb des definierten Schwellen‐
wertes liegen und damit durch diese Messmethode nicht erfasst werden.  
Die  immunhistochemischen  Analysen  konnten  insbesondere  für  das  tight‐
junction‐Protein  Zonula‐Occludens‐1  bei  den  MCP‐1+/+‐Mäusen  einen  post‐






sultiert, was  zu  einer  Zunahme  der  Bluthirnschrankenpermeabilität  führen 
könnte.  Die  immunhistochemischen  Kolokalisationsuntersuchungen  von 











Sowohl  residenten  Mikrogliazellen  als  auch  immigrierenden  hämatogenen  
Makrophagen kommt bei der Entwicklung des postischämischen Schadens ei‐
ne zentrale Rolle zuteil. Ob  jedoch Mikroglia und Makrophagen die gleichen 
Aufgaben nach  einem  Schlaganfall haben und  ob diese  eher neurotoxischer 
oder neuroprotektiver Natur sind, konnte bisher aufgrund fehlender differen‐
zierender zellulärer Marker nicht aufgeklärt werden.  








Immigration  neutrophiler  Granulozyten,  perivaskulärer  und  meningealer 
Makrophagen, T‐Zellen und Neuroblasten beitragen. Zur Analyse der mole‐
kulargenetischer Mechanismen  einer  differenten  Immigration  fraglicher  im‐
munkompetenter Zellen in das infarzierte Areal wurde zudem die Expression 
pro‐ und anti‐inflammatorischer Gene 12 Stunden nach durchgeführter expe‐
rimenteller  zerebraler  Ischämie  bei  MCP‐1+/+‐  und  MCP‐1‐/‐‐Mäusen  unter‐
sucht. 























tieren. Dies  konnte  anhand  der Untersuchung  der  postoperativen  Bluthirn‐




tegrität  hinweist.  Dies  belegten  die  immunhistochemischen  Auswertungen 
des  tight‐junction‐Proteins Zonula‐Occludens‐1, welche  bei MCP‐1‐/‐‐Tieren  ei‐
nen weniger ausgeprägten strukturellen Schaden zeigten.   
Möglicherweise  ist dieser Mechanismus für die MCP‐1‐abhängige Regulation 
der  Infiltration hämatogener Zellen  in das  infarzierte Gehirngewebe verant‐
wortlich. Es konnte gezeigt werden, dass MCP‐1 zumindest zu  späten post‐
operativen Zeitpunkten für die Rekrutierung hämatogener Makrophagen und 










Leistungsunterschiede  zwischen MCP‐1‐/‐‐  und MCP‐1+/+‐Tieren  zeigten  sich 
erst  zu  späten Zeitpunkten Unterschiede  zwischen den Gruppen. Es konnte 
dargestellt werden, dass MCP‐1‐/‐‐Tiere eine geringfügig verbesserte neurolo‐
gische Erholung 5‐7 Tage postischämisch aufweisen. Eine Ursache für die nur 







Gewebeschadens  durch  Einflussnahme  auf  die  Permeabilität  der  Bluthirn‐
schranke und die vermehrte Expression proinflammatorischer Gene hat.  
Die verminderte  Infiltration hämatogener Zellen  in das  infarzierte Areal bei 
MCP‐1‐/‐‐Mäusen  und  die  damit wahrscheinlich  verbundene  verringerte  im‐
portierte Expression potenziell  zytotoxischer  Substanzen  könnte  in unserem 
Schlaganfallmodell  eine Mitursache  für  die  verbesserte  neurologische  Erho‐
lung des Krankheitsbildes innerhalb einer Woche darstellen. 
Da die molekularen Mechanismen der chemokingesteuerten postischämischen 
Entzündungsregulation  zwischen  Nagetieren  und  Menschen  einen  hohen 








Tabelle  7.1:  Übersicht  über  die  postischämischen  differenten  zellulären  und  molekular‐
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